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Mutagénicité et génotoxicité
expérimentales

Létude de la génotoxicité des éthers de glycol reléve d’une préoccupation
récente, née de la description par Nagano en 1979 d’effets d’atrophie testicu-
laire chez la souris. Ces effets avaient déja été notés par d’autres auteurs,
notamment par Wiley en 1938. La question posée était celle de la cancérogé-
nicité potentielle de ces substances. En I'absence de résultats d’études épidé-
miologiques et d’expérimentations a long terme chez 'animal, il convenait en
premiére approche d’évaluer les potentialités mutagénes et génotoxiques de
ces substances a l'aide des modeles cellulaires validés a cet effet.

Les études ont porté essentiellement sur les premiers représentants de la série
des éthers de Iéthyléne glycol, comme 'EGME, I'EGEE et 'EGBE. Ce choix
était justifié par la toxicité expérimentale de ces substances et par leur utilisa-
tion alors trés importante en tant que solvants. En I'absence d’effets mutage-
nes des éthers de 1'éthylene glycol sur les modeles in vitro classiques, les
recherches se sont orientées vers I’étude de leurs métabolites, la formation de
métabolites plus actifs que la molécule mére ayant été décrite par Miller et
coll. des 1982. La gamme des essais mis en ceuvre et des critéres étudiés s’est
simultanément élargie et ouverte a des approches moins conventionnelles,
intégrant l'utilisation de cellules testiculaires par exemple, ou I'étude des
interactions avec d’autres substances chimiques.

Il apparait actuellement que les éthers de 1’éthyléne glycol ne sont pas intrin-
séquement mutagénes ou clastogénes. Ils induisent cependant des effets
d’aneuploidie, la formation de micronoyaux et les échanges entre chromatides
sceurs, et interferent avec les systémes d’agrégation de la tubuline. Ces effets
témoignent d'un caractere génotoxique susceptible de rendre compte de leur
toxicité sur la reproduction. La toxicité des éthers de I'éthyléne glycol est liée
3 leurs métabolites, aldéhydes intermédiaires et acides, formés par la voie de
I’alcool et de I’aldéhyde déshydrogénases.

Les dérivés du propyléne glycol ont fait 'objet de peu d’études publiées, mais
les quelques représentants étudiés parmi ceux métabolisés par déalkylation
sont dépourvus des effets de génotoxicité caractéristiques des dérivés de
’éthylene glycol.
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Les expérimentations & long terme chez ’animal font défaut pour juger du
caractere cancérogéne de ces dérivés. Des résultats récents classent 'EGBE

parmi les cancérogénes potentiels.

Modeles d’étude utilisés in vitro et in vivo

Les études ont été conduites a 'aide des systemes cellulaires classiquement
utilisés et normalisés 4 cet effet, comprenant :

e les mutants bactériens, dont le type est représenté par les mutants Salmo-
nella typhimurium his— développés par Ames et ses collaborateurs ;

o les lignées de cellules de mammiféres (cellules d’ovaires d’hamster chinois,
CHO, lignées fibroblastiques V79) ou les mutants correspondants (CHO
hprt-...) ;

e les cultures primaires de cellules de mammiferes, de type SHE (cellules
embryonnaires d’hamster syrien, normales et diploides), les cellules lympho-
cytaires d’origine humaine (HL) ;

e les cocultures de cellules testiculaires de rat, étudiées pour répondre 2 la
problématique spécifique des éthers de glycol.

Les critéres de mutagénicité et de génotoxicité, comprenant dommages &
I’ADN, aberrations chromosomiques, micronoyaux, aneuploidie, synthése
non programmée de PADN, ont été complétés par 'étude de criteres témoi-
gnant d’une instabilité génomique (échanges de chromatides sceurs) ou d’'une
potentialité cancérogéne in vitro par un mécanisme génotoxique ou épigéné-
tique (inhibition des communications entre cellules via les jonctions « gap »,
transformation cellulaire) (tableaux 7.1 et 7.1I).

Les études in witro sont trés intéressantes pour étudier la toxicité cellulaire des
éthers de glycol et celle de leur métabolites qui serait par ailleurs impossible &
évaluer a partir d’études in vivo, les intermédiaires réactifs ne pouvant par
définition &tre trouvés in vivo. Les essais cellulaires ont des limites toutefois,
qui tiennent A I'impossibilité de rendre compte de la biodisponibilité, de la
toxicocinétique des substances étudiées, et du contexte physiologique, para-
meétres qui influencent considérablement la réponse d’un organisme & une
substance potentiellement toxique. Les modeles in vitro figurent parmi les
outils indispensables en premiére approche qui doivent étre complétés par des
études in vivo, afin de confirmer les présomptions de toxicité qu'ils auraient
permis d’identifier.

Les modeles in vivo utilisés pour les éthers de glycol sont ceux préconisés pour
la détection de potentialités génotoxiques lors d’essais & relativement court
terme : modéles mammiféres ou invertébrés (tableaux 7.1 et 7.111). Les études
ont porté sur les cellules somatiques pour la recherche des dommages a
’ADN, ou sur les cellules germinales pour la recherche des anomalies mor-
phologiques, et des effets sur la fertilité ou Pimplantation des embryons (test
du dominant 1étal). Certaines des expérimentations sur mammiféres ont été



Mutagénicité et génotoxicité expérimentales

Tableau 7.1 : Principaux modeles et criteres biologiques appliqués a I'étude de
la génotoxicité des éthers de glycol

Essais Modgles et critéres biologiques

In vitro Bactéries
Mutation réverse (test d’Ames)

Cellules de mammiféres

Mutation génique

Synthése non programmée de I'ADN (SNP)
Echanges de chromatides sceurs (ECS)
Aberrations chromosomiques (AC)

Aneuploidie

Micronoyaux (MN)

Inhibition des communications intercellulaires (ICI)
Transformation morphologique

Cellules germinaies
Anomalies morphologigue, numérique

In vivo Invertébrés
Drosophile

Mammiféres : souris béc 3f1, rat sprague dawley, hamster (par gavage, per os, ou par inhalation)
Effets clastogénes
Fonction ovarienne ou testiculaire (fertilité, nbre d'implantations, embryotoxicité)

simultanément mises  profit pour étudier les fonctions hormonales, ovarien-
nes ou testiculaires. Les études directes d’effets mutagénes ou génotoxiques sur
les cellules germinales sont rares. Le test des cometes, développé récemment
pour mesurer les dommages & PADN de toutes les cellules individualisées
indépendamment de 1’étape de leur cycle cellulaire, se préterait maintenant &
ce type d’étude.

Mutagénicité et génotoxicité in vitro

Les études de cytotoxicité préalables aux essais de génotoxicité ont souligné la
cytotoxicité élevée des métabolites aldéhydiques, par rapport aux métaboli-
ques acides et aux éthers de Iéthylene glycol. La cytotoxicité des aldéhydes se
manifeste & des concentrations de P'ordre de 0,1 2 1 mM, tandis que celle des
acides alkoxyacétiques est observée pour des concentrations dix fois plus
élevées ; la toxicité des éthers de glycol « parents » se produit 4 des concen-
trations encore supérieures pouvant dépasser 100 mM (Ma et coll., 1993 ;
Elias et coll., 1996). Cette échelle de toxicité est en rapport avec le niveau des
concentrations effectives des éthers de glycol en termes de génotoxicité.

Létude bibliographique, dont les résultats sont synthétisés dans le
tableau 7.1V et détaillés dans le tableau 7.11, permet d’établir les profils d’acti-
vité suivants pour les dérivés de ’éthylene glycol :
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Tableau 7.1 : Tableau récapitulatif des principales études in vitro (incluant micronoyaux/souris) relatives a la génotoxicité
des éthers de glycols : résultats positifs donnés avec la LOAEC (concentration la plus basse induisant des effets adverses

significatifs) ou avec la gamme des concentrations positives

Produit  Origine  Modele expérimental Critéres ou type d'essai Gamme de concentrat. Résultats  LOAEC ou Auteurs
pureté testées concentrat. positives
EGME  Aldrich S typhimurium mutation réverse jusqu'a 33 mg/bte - McGregor et coll., 1983
TA 1535,1537,1538, TA 98,100 SNP jusqua 10mg/mipt 3h -
fibroblastes humains mutation létale 1h a 25 ppm/air douteux 25 ppm
drosophile récessive liée au sexe  5h & 500 ppm/air
cellules testiculaires rat (coculture) morphologie, attach. jusqu'a 50 mM/72 h Gray, 1985
CHO-K1-BH4 mutation hprt/’X 50-1 000 mM - Ma et coll., 1993
CHO-AS52 mutation gpt -
lymphocytes humains ECS/AC 10-125 mM/1 h - Chiewchanwit et Au, 1994
1- 600 mM/24 h + 150 et 300 mM
lymphocytes humains ECS 1- 100 mM - Arashidani et coll., 1998
cycle cellulaire + 1 mM retard cycle
Merck S. typhimurium TA97a, 98,100,102 mutation réverse jusqu'a 10 mg/bte Hoflack et coll., 1985
>99 %
cellosol  lymphocytes humains AC, 500 - 3 000 ppm - Villalobos-Pietrini et coll,,
ECS 500 - 1500 ppm + 500 ppm 1989
V79, lymphocytes humains mutation, ECS,AC 65-260 mM - Elias et coll., 1996
V79 micronoyaux + 65 mM
SHE aneuploidie + 130 mM
inhib. coop. métab. + 130 mM
transformation cell -
MALD CHO-K1-BH4 mutation hprt/X 1-20 mM - Ma et coll., 1993
CHO-AS52 mutation gpt + 5-20mM
CHO-K1-BH4 AC 5- 20 mM + 10- 20 mM Chiewchanwit et Au, 1994
CHO-AS52 AC 1-20mM + 5-10mM
lymphocytes humains AC 10- 60 mM/1 h + 40 mM
ECS 0,05- 5mM/24 h + 05-25mM
10- 30 mM/1 h + 20 et 30 mM
0,05- 1t mM/24 h + 0,5 et 1 mM

09418 9p s3I



Tableau 7.11 (suite)

Produit Origine  Modele expérimental Criteres ou type d'essai  Gamme de concentrat. Résultats LOAEC ou Auteurs
pureté testées coneentrat. positives
TCLUS  S. typhimurium TA 98, 100,102 mutation réverse jusqu'a 7 mg/bte - Hoflack et coll., 1995
87 % TA 97a + 2,5 mg/bte
V79 mutation, ECS 0,1-8mM + 1 mM (mut) 0,2 (ECS) Elias et coll., 1996
lymphocytes humains, V79 AC 0,1-03mM + 0,2 mM
V79 micronoyaux + 0,12 mM
SHE aneuploidie + 0,1 mM
inhib. coop. métab. -
transformation cell +
MAA CHO-K1-BH4 mutation hprt/X 5- 200 mM - Ma et coll., 1993
CHO-AS52 mutation gpt
lymphocytes humains ECS 0,1- 10mM + 1-10mM Arashidani et coll., 1998
cycle cellulaire + 0,1 mM retard cycle
cellules testiculaires rat (coculture) morphologie, aftach. 2-10mM 2mM Gray et coll., 1985 ; Gray,
1986
Merck S. typhimurium TA97a, 98,100,102 mutation réverse jusqu'a 2 mg/bte Hoflack et coll., 1995
>99%
V79, lymphocytes humains mutation, AC 1,6-64mM - Elias et coll., 1996
V79 micronoyaux + 6,4 mM
aneuploidie + 1,4 mM
inhib. coop. métab -
EGMEA Saccharomyces cerevisiae induc aneuploidie 29-57% + 29-57% Zimmerman et coll., 1985
microtubuline porcine accélération agrég 01- 0,5p/300p tubu- + 0,01 % (viv) Groschel-Stewart et coll.,
line 1985
hamster chinois, moelle osseuse micronoyaux/PE 1333 mgrkg ip/12-72h Basler, 1986
EGEE cellules testiculaires rat (coculture) morphologie, attach. jusqu'a 50 mM/72 h Gray, 1985
carbitol 8. typhimurium TA97a, mutation réverse jusqu'a 1 ml/bte - Berté et coll., 1986
98,100,102 col.convertants 1et10% + 10 % faible .~
Saccharomyces révert. cross.over 2 mikgfi -
cerevisiae micronoyaux
rat Swiss albino, moelle osseuse
O
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Tableau 7.11 (suite)

Produit  Origine  Modéle expérimental Critéres ou type d'essal  Gamme de concentrat. Résultats ~ LOAEC ou Auteurs
pureté testées concentrat. positives
cellosol  lymphocytes humains AC, 500 - 3 000 ppm - Villalobos-Pietrini et coll,,
ECS 250 - 1 500 ppm + 250 ppm 1989
Merck S. typhimurium TA97a, 98,100,102 mutation réverse jusqu'a 9 mg/bte Hoflack et coll., 1995
>99%
V79, lymphocytes humains mutation, AC 25- 170 mM - Elias et coll., 1996
V79 ECS 1300-3 000 mgkg pcfip  + 35mM
SHE micronoyaux + 111 mM
souris, moelle osseuse aneuploidie + 30 mM
inhib. coop. métab. + 55 mM
transformation cell -
micronoyaux
EALD  Synth S. typhimurium TA97a, 98,100,102 mutation réverse jusqu'a 10 mg/bte - Hoflack et coll., 1995
93%
V79 mutation 0,25- 0,85 mM - Elias et coll., 1996
V79, lymphocytes humains ECS + 0,5 mM
V79 AC + 0,35 mM
V79 micronoyaux + 0,28 mM
SHE aneuploidie + 0,6 mM
inhib. coop. métab. -
transformation cell
EAA cellule testiculaires rat (coculture) morphologie, attach. 2-10mM + 5mM Gray et coll., 1985
Gray, 1986
Merck S. typhimurium TA97a, 98,100,102 mutation réverse jusqu'a 2 mg/bte - Hoflack et coll., 1995
97 %
V79, lymphocytes humains mutation, ECS, AC 25-10mM - Elias et coll., 1996
V79 micronoyaux 25 - 200 mg/kg ip + 10 mM
V79 aneuploidie + 0,12 mM
souris inhib. coop. métab. -

micronoyaux

IooAIS ap sy



Tableau 7.1 (suite)

Produit Origine  Modéle expérimental Criteres ou fype d'essai  Gamme de concentrat. Résultats LOAEC ou Auteurs
pureté testées concentrat. positives
DEGME Aldrich  S. typhimurium mutation réverse jusqu'a 94 mg/bte - McGregor et coll., 1983
TA 1535,1537,1538, TA 98,100 SNP jusqu'a 19 mg/mipt3h -
fibroblastes humains mutation létale 2,75 h a 250 ppm/air douteux 250 ppm (méles)
drosophile récessive liée au sexe
EGBE Techn. CHO mutations 0,06-1 % - UCC, 1980
99,4%  hépatocytes rat ECS 0,01-0,25 % -
SNP (0,1-100).10° % + 10% ¢t 0,1.10%%
bacteriophage TD4 mutations 19 - 111 pg/ml - Kvelland, 1988
cellosol  lymphocytes humains AC 500 - 3000 ppm - Villalobos-Pietrini et coll,
ECS + 500 ppm 1989
CHO-AS52 mutation 0,38 - 38 mM - Chiewchanvit et Au, 1995
Merck S. typhimurium TA 98, 100,102, mutation réverse jusqu'a 14 mg/bte - Hoflack et coll., 1995
>99% TA97a + 4,4 mg/bte
Dow 8. typhimurium TA 97a mutafion reverse 0,5 4 10 mg/bte - Gollapudi et coll., 1996
99 %
V79, lymphocytes humains AC 8- 80 mM - Elias et coll., 1996
V79 mutation, ECS 150-1 000 mg/kg pcfip + 20 (mut) 15(ECS) mM
SHE micronoyaux + 8 mM
souris aneuploidie + 10 mM
inhib. coop. métab. + 8,5 mM
transformation cell -
micronoyaux -
BALD CHO-AS52 mutation 0,008 - 0,26 % - Chiewchanvit et Au, 1995
Synth S. typhimurium TA97a, 98,100,102 mutation réverse jusqu'a 7 mg/bte - Hoflack et colt., 1995
91 %
V79 mutation 0,04 - 8 mM + 1,5 mM Elias et coll., 1996
V79, lymphocytes humains ECS + 0,5mM
V79 AC + 0,15 mM
SHE micronoyaux + 0,04 mM
aneuploiie + 0,1 mM
inhib. coop. métab. -
transformation cell -
ey
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Tableau 7.11 (suite)

Produit Origine  Modeéle expérimental Criteres ou type d'essai Gamme de concentrat. Résultats ~ LOAEC ou Auteurs
pureté testées concentrat. positives
BAA cellules testiculaires rat (coculture) morphologie, aftach. 2-10mM - Gray, 1986
Janssen 8. typhimurium TA97a, 98,100,102 mutation réverse jusqu'a 1 mg/bte - Hoflack et coll., 1995
V79, lymphocytes humains mutation, ECS, AC 2,5-10mM - Elias et coll., 1996
V79 micronoyaux 50 - 200 mg/kg pcfip + 5mM
souris aneuploidie + 04 mM
inhib. coop. métab.
micronoyaux
DEGBE S. typhimurium 98,100, 1535, mutation réverse jusqu'a 20 pi/bte Thompson et coll., 1984
1537,1538 mutation jusqu'a 7,5 pliml
L5178Y TK+ /- SNP jusqu'a 10 pi/ml
hépatocytes de rat essai cytogénétique 4,5 - 8 il/ml -
CHO mutation Iétale 14 000 ppm/in;. -
drosophile récessive liée au sexe 11 000 ppm/per os
Dow CHO mutation hprt 1 - 5 mg/ml - sans S9 Gollapudi et coll., 1998
9956%  souris CD-1, moelle osseuse micronoyaux 330 - 3300 mg/kg per os douteux 3 mg/ml avec S9
2PGIME V79, lymphocytes humains mutation, AC 10 - 60 mM - Elias et coll., 1996
V79 ECS 2500-6 000 mg/kg pefip  + 30 mM
SHE micronoyaux -
souris aneuploidie -
inhib. coop. métab. + 28 mM
transformation cell -
micronoyaux
2PG1BE V79, lymphocytes humains mutation, ECS, AC Elias et coll., 1996
V79 micronoyaux
SHE inhib. coop. métab.
transformation cell -
DPGBE V70 lymphocytes. humains mutation, ECS, AC 10- 20 mM Elias et coll., 1996
V79 micronoyaux 100 - 400 mg/kg pe/ip
SHE inhib. coop. métab. 11 mM
souris transformation cell

micronoyaux

SHE : cellules embryonnaires d'hamster syrien; CHD : cellules d'ovaire d’hamster chinois ; V79 : lignée fibroblastique ; SNP : synthése non programmé d’ADN ; ECS ; échange de
chromatides sceurs ; AC : aberrations chromosomigues ; MN : micronoyaux ; [Cl ; inhibition des communications intercellulaires ; MALD, EALD, BALD : aldéhydes dérivés de 'EGME,
de 'EGEE et de 'EGBE, respectivement ; MAA, EAA, BAA : acides méthoxy-, éthoxy- et butoxy-acétiques, respectivement
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Tableau 7.111 : Tableau récapitulatif des principales études in vivo en relation avec 'étude de la génotoxicite des éthers de

glycols
Produit Modgle expérimental  Cibles Critéres ou type Gamme de concentrations  Résultats  LOAEC ou concentrat. Auteurs
d'essai testées positives
EGME  Rat Sprague Dawley  moelle osseuse cytogénétique 25 et 500 ppm/inhalation -/méles fem. 25 ppm McGregor et coll.,, 1983
7hijptioubj
fécondation dominant 1étal Thijptsj + 500 ppm (sem 4 & 8)
nbre implantations (\s impl. sem 3 a 8)
Souris BBC3F1 méles  sperme anomalies 7hijpts] + 500 ppm
morphologiques
Rat CD fertilité dominant 1étal 30, 100, 300 ppm inhalation + 300 ppm fertilité McGregor et coll., 1984
6 h/j, 5 jlsem/13 semaines supprimée rétablie aprés
13 sem.
Souris moelle osseuse ECS 500 -1 000 mg/kg ip + 500 - 1 000 mglkg Arashidani et coll., 1998
Souris BBC3F1 moelle osseuse AC 35 - 1800 mg/kglos, iv - Au et coll., 1993
cellules germinales spermatocytes + ~ nbre Au et coll., 1996
spermatides dés 35 mg/kg
Rat Sprague Dawley ~ moelle osseuse altération ADN/Comet 500, 1000, 1 500 + 500, 1000, 1500 Anderson et coll., 1996
mg/kg pc per os mg/kg/2 semaines
testicules apres 2 semaines +
aprés 5 et 6 semaines -
MALD  Souris BBC3F1 moelle 0sseuse AC 20 - 2 000 mg/kg /os, iv Au et coll., 1993
cellules germinales spermatocytes + N\ nbre Au et coll., 1996
spermatides dés 20 mg/kg
DEGME Rat Sprague Dawley  moelle osseuse cytogénétique 250 et 1000 ppm/ + 250 ppm males McGregor et coll., 1983
inhalation 7 h/jpt 5] (légére  aberrations)
fécondation dominant |étal + 1000 ppm {sem 4 4 9)
nbre implantations récupération & sem 10
Souris B6C3F1 sperme anomalies Id. (pt 4j & 1000 ppm) + 1000 ppm
morphologiques

ECS; échange de chromatides sceurs ; AC : aberrations chromosomiques ; MALD : aldéhyde dérivé de 'lEGME
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Tableau 7.1V : Effets génotoxiques des éthers de glycol et de leurs métabolites
in vitro (incluant la comparaison des résultats des essais micronoyaux in vivo et
in vitro)

Mutation SNP  ECS AC Induction AC* MicroN Aneupl ICI TM

Composé B M In vitro  In vivo

EGME
MALD
MAA
EGEE
EALD
EAA
EGBE
BALD
BAA
2PGIME
2PG1BE - - - - -
DPGBE - -

B : bactérie ; M : cellule de mammifére (HL, V79, CHO) ; SNP : synthése non programmée d'ADN ; ECS : échanges
de chromatides sceurs ; AC : aberrations chromosomiques ; MicroN : micronoyau ; Aneupl : aneuploidie ; ICI : inhi-
bition des communications intercellutaires ; TM : transformation morphologique ; *: - aprés 0,2 mM MMS ; MALD,
EALD, BALD : aldéhydes dérivés de 'EGME, de 'EGEE et de 'EGBE, respectivement ; MAA, EAA, BAA : acides
méthoxy-, éthoxy- et butoxy-acétiques, respectivement

e absence de caractére mutagéne sur bactéries et cellules de mammiferes des
éthers de glycol et de leurs métabolites, & 'exception du MALD (aldéhyde
dérivé de 'TEGME) et de 'EGBE. Le MALD qui est le premier de la série des
métabolites aldéhydiques, est responsable de mutations de type délétion (Ma
et coll,, 1993 Au et coll., 1996). Le MALD et 'EGBE ont donné des
résultats positifs avec le test d’Ames, mais uniquement sur la souche Salmo-
nella typhimurium his-TA97a et & doses trés élevées, supérieures au mg/bte, ce
qui laisse supposer que le risque mutagene est faible (Hoflack et coll., 1995).
LEGBE ne forme cependant pas d’adduits 8 ’ADN (Keith et coll., 1996). La
présence de traces de peroxydes en tant qu'impuretés a été Svoquée pour
expliquer la mutagénicité trouvée avec ’EGBE (Gollapudi et coll., 1996) ;

o effets clastogenes des métabolites aldéhydiques responsables d’aberrations
chromosomiques sur cellules de mammiferes, a faible concentration (0,1-
1 mM) ;

e propriété d’induire in vitro la formation de micronoyaux et des effets d’aneu-
ploidie partagée par tous les dérivés étudiés, substances parentes et métaboli-
tes ;



Mutagénicité et génotoxicité expérimentales

e induction d'échanges entre chromatides sceurs par la plupart des éthers de
glycol et de leurs métabolites & I'exception des acides EAA (acide éthoxyacé-
tique) et BAA (acide butoxyacétique) ;

o effets inhibiteurs de certains éthers de glycol sur la communication inter-
cellulaire & concentrations tres élevées (> 100 mM).

Le niveau des concentrations auxquelles les substances agissent, est en géné-
ral de 'ordre de 0,1 & 1 mM pour les aldéhydes, et de 1 & 10 mM pour les
métabolites acides. En revanche, les éthers de glycol exercent leur effets & des
concentrations élevées de lordre de 10 2 100 mM ou plus, soit nettement
supérieures 2 celle de leurs métabolites. UEGBE apparait la substance la plus
active comparée a ses homologues inférieurs, EGEE et EGME : ses effets se
produisant & des concentrations voisines de 10 mM. Cet aspect relatif aux
concentrations actives est souvent discuté par les auteurs, qui s’interrogent sur
I'impact toxique réel des éthers de glycol et sur la probabilité que des concen-
trations cellulaires aussi élevées soient atteintes lors d’exposition profession-
nelle. En fait, comme les métabolites peuvent agir & des concentrations dix a
cent fois plus faibles que les substances parentes, la toxicité des éthers de
glycol est susceptible de se manifester dans ces conditions d’exposition.

Il a été démontré que la toxicité des dérivés de I’éthylene glycol était liée aux
métabolites formés. Le blocage de la voie métabolique conduisant & I'aldé-
hyde annihile les effets testiculaires de 'TEGME, tandis qu’une inhibition de la
transformation de 1’aldéhyde en acide modifie peu la toxicité (Foster et coll.,
1984 ; Moss et coll., 1985). Ceci démontre 'implication des intermédiaires
aldéhydiques dans la toxicité, au méme titre que celle des métabolites acides
(Foster et coll., 1986). Les acides sont souvent considérés comme les toxiques
ultimes, parce que ce sont les métabolites retrouvés in vivo, alors que les
aldéhydes sont trop réactifs pour étre mis en évidence (Miller et coll., 1982 ;
Foster et coll., 1983).

Limplication des métabolites dans la toxicité des éthers de ’éthylene glycol a
été maintes fois vérifiée. Ainsi les cocultures de cellules testiculaires traitées
par 'EGME, ou son métabolite acide MAA, ont confirmé les effets cytotoxi-
ques du MAA (acide méthoxyacétique) a 2 mM sur la morphologie et la
capacité d’adhésion des cellules, alors que 'EGME est sans effet 4 50 mM
(Gray et coll., 1985 ; Gray, 1986).

Linhibition des communications et des échanges intercellulaires observée a
concentrations élevées est la traduction d’effets épigénétiques. Cette inhibi-
tion pourrait &tre expliquée par une altération de la structure de la membrane
cytoplasmique notée par Welsch et Stedman (1984b) dans le cas de 'TEGME.
Laspect « bouillonnant » des contours cellulaires peut aussi traduire une
modification du cytosquelette.

Aucun des effets génotoxiques précédents n’a été rapporté pour les dérivés du
propyléne glycol étudiés, 2PGIME, 2PG1BE et DPGI1BE (Elias et coll.,
1996).
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La formation des micronoyaux dans les cellules V79 peut étre mise en relation
avec les effets aneuploidogeénes des éthers de I’éthyléne glycol (Aardema et
coll., 1998). Laneuploidie observée sur les cellules V79 est trés marquée avec
les aldéhydes, beaucoup moins avec les acides ou les substances méres. Ce
caractere aneuploidogéne a été détecté par ailleurs sur la levure, et in vitro par
I’étude de I'inhibition de la condensation de la tubuline (Gréschel-Stewart et
coll., 1985). Ces auteurs soulignent que les concentrations affectant I'agréga-
tion de tubuline sont 100 fois plus faibles que celles requises pour I'induction
de l’aneuploidie. Bien que la valeur prédictive du test d’induction de 1’aneu-
ploidie chez la levure soit contestée pour l'extrapolation aux mammiferes
notamment par Basler (1986), ces résultats mettent I'accent sur un méca-
nisme susceptible d’expliquer la toxicité des éthers de glycol sur les cellules en
division rapide comme les spermatocytes et les cellules embryonnaires.

Ce mécanisme n’expliquerait cependant qu’en partie la toxicité testiculaire.
En effet, '’EGBE qui induit des effets d’aneuploidie notables 4 des concentra-
tions voisines de 15 mM in vitro semble dépourvu d’effets testiculaires in vivo.

Linduction des échanges entre chromatides sceurs (ECS) témoigne de la
génotoxicité élevée des métabolites aldéhydiques, et & un degré moindre de
celle des acides EAA et BAA, puis des éthers de glycol. Les ECS constituent
un indicateur de génotoxicité unanimement reconnu, mais le mécanisme de
ces échanges n’étant pas élucidé, ce critére n'apporte pas d’éclaircissement sur
le mécanisme d’action des éthers de I’éthylene glycol (Tucker et coll., 1993).

D’autres mécanismes ont été invoqués pour expliquer les effets sur la repro-
duction et le développement, en particulier une interférence avec la synthése
de novo des bases puriques et pyrimidiques, trés intense dans les tissus en
prolifération (Melbus et Welsch, 1989). Une diminution de la biodisponibi-
lité du carbone transféré par l'intermédiaire du tétrahydrofolate, nécessaire a
cette synthése, a été montrée avec le MAA : les effets bénéfiques d’'une
supplémentation en sérine, sarcosine ou glycocolle conforteraient cette hypo-
these.

Des études sur les effets combinés des éthers de glycol et d’un alkylant comme
le méthylméthane sulfonate (0,2 mM MMS) ont montré que EGEE, EGRE,
2PGIME, non clastogénes en eux-mémes augmentaient les dommages 2
I’ADN induits par MMS (Elias et coll., 1996). Uhypotheése que ces effets de
synergie résultaient d’'une inhibition de la réparation de TADN par les éthers
de glycol a été confirmée ensuite avec EGBE (Hoflack et coll., 1997).

Les effets d’interaction des éthers de glycol avec d’autres substances potentiel-
lement toxiques ont été mis en évidence par ailleurs dans une étude du
MALD sur Iapoptose : appliqué seul, le MALD est sans effet sur apoptose,
tandis qu’il inhibe ce processus de mort cellulaire & des concentrations aussi
basses que 0,2 mM lorsqu'il est associé & des substances apoptotiques (Dhal-
luin et coll., 1999). Ces effets d’inhibition des processus apoptotiques sont en
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relation avec 'augmentation de la transformation cellulaire observée sur les
mémes systemes cellulaires dans des conditions identiques.

Les effets des éthers de glycol sur 'apoptose décrits dans différents travaux
sont cependant contradictoires. En effet, Li et coll. (1996) rapportent une
induction de 'apoptose dans les cellules de Sertoli aprés une exposition de 5 h

a 5 mM MAA. Hoflack et coll. (1998) ont montré que 20 mM EGBE indui-

saient I'apoptose de lignées leucémiques humaines.

Ces résultats posent le probleme des effets d’interaction des éthers de glycol,
probleme rarement abordé dans les expérimentations ot les substances étu-
diées sont toujours administrées isolément. Cette question des effets d’inter-
action semble d’autant plus importante que les éthers de glycol sont des
solvants pouvant favoriser la bioabsorption des autres composés toxiques
auxquels ils peuvent &tre associés.

Génotoxicité in vivo a court terme des éthers de glycol

Les études sont récapitulées dans le tableau 7.111. Les études expérimentales 2
court terme sur mammiféres ont confirmé la toxicité sur les cellules germina-
les de 'TEGME sur le rat ou la souris et ses effets d'induction in vivo des
échanges de chromatides sceurs, alors que les effets clastogénes sont moins
constants.

Au et coll. (1993, 1996) n’ont observé aucun effet clastogéne sur cellules de
moelle osseuse de souris traitées par EGME ou MALD, alors qu’une diminu-
tion drastique du nombre des cellules germinales (spermatocytes et spermati-
des) était trouvée simultanément, et ce dés la plus faible dose de traitement,
soit 35 mg/kg per os ou en i.v. pour EGME et 20 mg/kg pour MALD.

Les résultats des essais micronoyaux sur les cellules de moelle osseuse in vivo
sont négatifs, alors que tous les essais in witro sont positifs.

Des dommages 2 ’ADN de cellules de moelle osseuse et de cellules testiculai-
res ont néanmoins été mis en évidence avec le test des cometes par Anderson
et coll. (1996). Ces altérations génomiques étaient plus marquées sur les
cellules testiculaires, mais sont apparues transitoires, disparaissant aprés 5 se-
maines de traitement.

Une répartition des éthers de glycol dans 'organisme, différente selon les
tissus, pourrait expliquer la toxicité moins élevée au niveau de la moelle
osseuse que sut les systémes reproducteurs. I'éventualité d’'une fixation préfé-
rentielle des éthers de glycol au niveau testiculaire, ou d’une métabolisation
plus importante dans ce tissu a été étudiée par Au et coll. (1996) ; mais les
résultats n’ont pas confirmé ces hypothéses.

Les essais de cytogénétique sur cellules de moelle osseuse dans les études de
McGregor et coll. (1983) se sont révélés positifs chez certains lots d’animaux, 105
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males ou femelles, avec EGME et DEGME. Les intoxications ont été réalisées
par inhalation, ce qui peut expliquer la toxicité observée ici au niveau de la
moelle osseuse, 'inhalation pouvant augmenter la biodisponibilité de la subs-
tance testée.

Les travaux de McGregor et coll. (1983) ont montré que le produit de
condensation de 'EGME, & savoir le DEGME, présentait le méme profil de
toxicité que la substance simple, avec une activité moindre toutefois sur le rat
et la drosophile.

Une réversibilité des effets sur la fertilité a été notée également par ces
auteurs. Latteinte de la fertilité survient rapidement dés la concentration
d’inhalation de 300 ppm pour EGME et 1 000 ppm pour DEGME, mais une
récupération totale a été observée 13 semaines aprés la fin de I'exposition
(McGregor et coll., 1983 ; McGregor, 1984).

Essais de cancérogénicité des éthers de glycol

La cancérogénicité des éthers de glycol a fait I'objet de peu d’études. Les
expérimentations a long terme chez le rat Fischer 344/N et la souris B6C3F1,
traités par gavage avec 'EGEE pendant deux ans n’ont pas révélé de potentiel
cancérogéne. étude a confirmé les effets d’atrophie testiculaire chez les méles
et mis en évidence des ulcérations stomacales (Melnick, 1984).

La cancérogénicité de 'EGBE a été mise en évidence lors de I’étude de deux
ans par inhalation lancée plus récemment par le NIEHS (NTP 1998). Une
augmentation dose dépendante de l'incidence d’hémangiosarcomes hépati-
ques a été notée chez les souris méles B6C3F1 exposées a des concentrations
de 61 et 125 ppm. Chez les souris femelles, les Iésions se situaient au niveau
stomacal et se traduisaient par des papillomes et carcinomes dont I'incidence
s'accentuait avec les niveaux d’exposition. Aucune évidence d’effet cancéro-
géne n’apparaissait chez les rats Fischer 344/N.

En conclusion, les éthers de I’éthylene glycol ne sont pas intrinsequement
mutagenes ou clastogénes, mais certains induisent une aneuploidie et une’
instabilité génomique qui pourraient rendre compte de leur toxicité sur la
reproduction. Le classement de ces dérivés par ordre de génotoxicité décrois-
sante place I'EGBE en téte, suivi de 'EGEE, puis de 'TEGME. Ce résultat est
cohérent avec le potentiel cancérogéne de 'EGBE, alors que 'EGEE n’est pas
classé. A notre connaissance, il n’y a pas eu d’étude de cancérogénicité de

I'EGME.

Les éthers de Iéthylene glycol exerceraient leur toxicité par 'intermédiaire de
leurs métabolites aldéhydiques et acides. Ces métabolites sont actifs & des
concentrations respectivement cent et dix fois plus faibles que les dérivés
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initiaux. Les métabolites les plus actifs sont ceux dont la chaine carbonée est
la plus courte, le MALD étant le plus génotoxique des métabolites étudiés.

Peu d’études publiées sont encore disponibles sur les dérivés du propylene
glycol. Mais il est intéressant de noter qu’aucun caractére génotoxique nota-
ble n’a été obtenu avec les substances testées, a savoir le 2PGIME, le 2PG1BE
et le DPGIBE.

Ces études de génotoxicité ont soulevé un certain nombre de questions
relatives aux impuretés et aux effets d’interaction des éthers de glycol. Si les
impuretés peuvent accentuer la génotoxicité des dérivés utilisés dans les
recherches expérimentales, que penser des produits commerciaux dont la
pureté est incontestablement plus médiocre ?

Les effets de synergie mentionnés entre les éthers de glycol et d’autres substan-
ces toxiques ou génotoxiques mériteraient de plus amples investigations. Leur
implication sur les systémes de réparation de '’ADN et les mécanismes de
contrdle du cycle cellulaire, de la division et de la différenciation cellulaire est
probable et nécessiterait des études complémentaires. Les relations éventuel-
les entre I’aneuploidie, la formation de micronoyaux, le métabolisme de la
tubuline et la toxicité sur la reproduction ou le développement demande-
raient aussi & étre mieux documentées.
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